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【背景】LRRFIP1/GCF2 (Leucine rich repeat in the Flightless1 interaction protein 1/ GC-rich binding
factor 2; 以下、LRRFIP1)は、1998年にクローニングされた752のアミノ酸より構成されるタンパク質である。
アクチン関連タンパク質Flightless-1との相互作用が報告されて以降、LRRFIP1は細胞骨格調節因子としての
機能や細胞の移動能への関与が示唆されているが、十分な機能解析はされていない。これまでの我々の研究
により、胚発生と癌に関連するWntシグナルにおいて重要なmediatorであるDishevelledとLRRFIP1がタンパク
質間相互作用を示し、Wnt PCP signal pathway上のRhoAの活性化に関与すること、LRRFIP1の発現抑制により
RhoAの活性化と細胞の移動能が強力に抑制されることを明らかにしてきた。さらにLRRFIP1安定発現抑制大腸
癌細胞株の脾臓内注入モデルにおいて肝転移形成が抑制されることなども分かり、LRRFIP1は癌の浸潤・転移
に重要な役割を果たしていることが示唆された。近年、上皮細胞を起源とする癌細胞は、悪性化や浸潤・転移
の過程において、その細胞骨格、細胞-細胞間の接着能に劇的な変化が生じるとされ、その変化は上皮細胞が
間葉系細胞の形質を獲得する現象、上皮間葉転換(epithelial-mesenchymal transition; EMT)として明らかに
されつつある。LRRFIP1は細胞骨格の調節、移動能に深く関与することから、癌細胞の浸潤、とりわけEMTにお
いてもLRRFIP1は何らかの機能を有することが示唆される。【目的】LRRFIP1のEMTへの関与とその機能を明ら
かにすること。【方法】①癌細胞株と癌組織切片におけるLRRFIP1とE-カドヘリンの発現解析。②LRRFIP1を発
現調節した癌細胞株におけるEMTマーカーの発現変化とその細胞学的特徴。③EMT signal pathway上における
LRRFIP1の機能解析。【結果】各々5種類の膵癌・肺癌細胞株を用いた検討で、上皮系マーカーであるE-カドヘ
リンを強く発現している細胞株では、LRRFIP1の発現が低く、逆に、間葉系マーカーであるビメンチンを強く
発現している細胞株では、LRRFIP1の発現が強い傾向が認められた。また膵癌組織切片のLRRFIP1とE-カドヘリ
ンの免疫染色をHistoFAXSを用いて解析した結果、LRRFIP1とE-カドヘリンの発現は負に強い相関 (Pearson, R
= − 0.80) を示すことが明らかとなった。また、LRRFIP1の強制発現癌細胞株ではEMTマーカーに変化はなかっ
たが、LRRFIP1発現抑制癌細胞株では、E-カドヘリンの発現上昇およびビメンチンの発現低下を認め、機能的に
も移動能・浸潤能が低下していた。すなわち、LRRFIP1の発現抑制により癌細胞株は、上皮系の形質をさらに
獲得するという“Reversing EMT”を起こしていることがわかった。さらにEMTを誘導する代表的なサイトカイ
ンであるTGF-β(transforming growth factor-β)やTNF-α(tumor necrosis factor-α)をLRRFIP1の発現を抑
制した膵癌細胞株に添加しEMTを誘導しても、その誘導が減弱され、浸潤能も抑制されていることが分かった。
以上より、LRRFIP1の発現抑制は、癌細胞の形質をより上皮系にする(Reversing EMT)という癌の浸潤・転移の
阻止において重要な機能を有していると考えられた。さらに分子生物学的な解析で、EMTの誘導にも関与する
Wntシグナルのβ-カテニン経路において、LRRFIP1は、その中核を担うβ-catenin destruction complexとのタ
ンパク質間相互作用を通じて、β-カテニンの核内移行をregulateし、EMTの誘導に重要な機能を有しているこ
とが明らかとなった。特にLRRFIP1発現抑制癌細胞株では、β-カテニンの核内移行が阻害され、E-カドヘリン
の発現を直接制御するSnail、SlugやTwistなどの転写因子の発現が有意に低下していた。それによりE-カドヘ
リンの発現が上昇し、上皮系の形質を獲得するという知見が得られた。【考察】LRRFIP1の発現抑制癌細胞株で
は、Wnt/β-カテニンシグナル経路が抑制され、β-カテニンの核内移行が阻害されていた。一方でβ-カテニ
ンは、もう1つの機能であるE-カドヘリンの細胞内ドメインの結合分子として、細胞膜上に発現を強め、それ
と同調し、E-カドヘリンの発現も上昇していると考えられた。それにより癌細胞はさらに上皮系形質を獲得
し、移動能・浸潤能が抑制されていると考察された。以上のことから、LRRFIP1は癌の浸潤・転移の阻止に向け
て、有望な治療標的であると考えられた。
